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k57 Resumen:
Procedimiento para prediccion de texturas y defectos
en la fabricacion de jamones curados y/o cocidos.
El procedimiento de la presente patente esta basado
en la determinacion de actividades enzimaticas en-
doproteolticas, realizandose en las etapas siguientes:
preparacion de un extracto muscular, preparacion de
substratos e inhibidores especcos y medida de las
actividades enzimaticas con deteccion colorimetricas
o fluorescente. Su uso es para desarrollar kits rapidos
para aplicarlos en el sector industrial carnico.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art 37.3.8 LP.
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DESCRIPCION
Procedimiento para la prediccion de texturas
y defectos en la fabricacion de jamones curados
y/o cocidos.
Sector de la tecnica
Alimentario. Sector carnico
Estado de la tecnica anterior
La transformacion industrial de jamones, cu-
rados en seco y cocidos, ocupa un lugar prefe-
rente en la produccion del sector de industrias
carnicas de la Union Europea Concretamente,
la produccion de jamones curados y/o cocidos
en Espa~na durante 1994 alcanzo las cifras de
181.500 y 137.700 Tm, lo que representa el 19.9
y 15.1 % respectivamente de la produccion total
(Asociacion de Industrias de la Carne de Espa~na,
Eurocame diciembre, 1994, 17-26).
La fabricacion industrial de estos productos
plantea un serio problema por la dicultad de
poder conseguir una calidad normalizada. Con-
cretamente, en los productos nales existe una
gran variabilidad de la textura y, ademas, se pre-
sentan defectos debidos a la heterogeneidad de la
carne y que es consecuencia de la utilizacion de
multiples razas y cruces, de mayor precocidad y
rendimiento en carne, en la produccion porcina.
La variabilidad de textura y defectos mas im-
portantes estan relacionados con los siguientes as-
pectos que afectan a la calidad nal de los pro-
ductos: Exceso de blandura y aparicion de velo
blanco y cristales de tirosina en los cortes de
jamon. Algunos autores (Parolari, G., Rivaldi,
P., Leonelli, C., Bellatti, M. y Bovis, N., In-
dustria Conserve 1988, 63, 45-49; Baldini, P.,
Bellatti, M., Camorali, G., Palmia, F., Parolari,
G., Reverberi, M., Pezzani, G., Guerrieri, C.,
Raczynski, R. y Rivaldi, P. Industria Conserve
1992, 67, 149-159) han intentado relacionar los
defectos de textura con la grasa intramuscular y
con bajos contenidos de sal/agua. Sin embargo,
las investigaciones realizadas en nuestro Instituto
han puesto de maniesto que la actuacion del sis-
tema proteoltico muscular tiene una incidencia
directa en estos atributos de calidad.
Esta ampliamente aceptado por la comunidad
cientca internacional que la proteolisis de las
protenas musculares es en gran medida respon-
sable de los cambios de textura que se producen
durante la industrializacion de la carne y pro-
ductos carnicos (Ouali, A., J Muscle Foods 1990,
1, 129-165, Koohinaraie, M., Meat Science 1994,
36, 93-104). Un gran numero de protenas mus-
culares son degradadas durante los procesos de
maduracion (Fritz, J. D. y Greaser, M. L., J Rood
Science 1991, 56, 607-610) y/o curado de las car-
nes (Toldra, F., Miralles, M-C. y Flores, J. Food
Chemistry 1992, 44, 391-394, Toldra, F., Rico,
E. y Flores, J., J. Science Food and Agriculture
1993, 62, 157-161, Rodrguez-Nu~nez, E., Aris-
toy, M-C. y Toldra, F. Food Chemistty 1995, 53,
187-190) resultando en un aumento de la terneza
que, en ocasiones, puede resultar en una exce-
siva blandura (Parolari, G., Rivaldi, P., Leonelli,
C., Bellatti, M. y Bovis, N., Industria Conserve
1988, 63, 45-49, Baldini, P., Bellatti, M., Camo-
rali, G., Palmia, F., Parolari, G., Reverberi, M.,














valdi, P. Industria Conserve 1992, 67, 149-159)
y/o la formacion de velo blanco (Toldra, F., Flo-
res, J. Y Voyle, Ch A J Food Science 1990, 55,
1189-1191) y/o la aparicion de cristales de tiro-
sina (Silla, M.H; Inneranty, A y Flores, J, Rev
Agroqumica y Tecnologa de Alimentos 1985, 25,
95-103).
Los enzimas musculares endo-proteolticos,
fundamentalmente las catepsinas, presentan una
gran estabilidad durante los procesos de curado
detectandose actividad residual incluso al nal
del proceso (Toldra, F y Etherington, D.J. Meat
Science, 1988, 23, 1-7, Toldra, F. En: New tech-
nologies for meat and meat products, Smulders,
Toldra, Flores y Prieto, eds., Ecceamst, Audet,
Nilmegen, Holanda, 209-231; Toldra, F., Rico,
E. y Flores, J., J. Science Food and Agriculture
1993, 62, 157-161). Estos enzimas tambien son
bastante estables a la accion del calor como es
el caso del jamon cocido (Toldra, F., Rico, E. y
Flores, J. Biochimie 1992, 74, 291-296). La ac-
tividad de las calpanas queda reducida al inicio
del proceso debido a su poca estabilidad (Rosell,
C.M. y Toldra, F.,Z. Lebensm. Unters. Forsch.
1996, en prensa) aunque su actuacion tiene una
gran importancia por la degradacion de nume-
rosas protenas miobrilares, especialmente del
disco Z, que tienen gran influencia en la tex-
tura (Koohmaraie, M., Seideman, S.C., Scholl-
meyer, J. E., Dutson, T.R. y Crouse, J.D., Meat
Science 1987, 19, 187-196; Koohmaraie, M., Bio-
chimie 1992, 74, 239-245) as como el protea-
soma (Koohmarate, M.J. Animal Science 1992,
70, 3697-3708).
Los enzimas endo-proteolticos musculares ac-
tuan en mayor o menor medida segun las concen-
traciones de agentes de curado, tales como sal,
nitrato, nitrito y acido ascorbico, as como de los
valores de pH, temperatura y actividad de agua
(Rico, E., Toldra, F. y Flores, J.Z. Lebensm. Un-
ters. Forsch. 1990, 191, 20-23, Rico, E., Tol-
dra, F. y Flores, J.Z. Lebensm. Unters. Forsch.
1991, 193, 541-544, Rosell, C.M. y Toldra, F.Z.
Lebensm. Unters. Forsch. 1996, en prensa) lo
cual permite un adecuado control durante el pro-
ceso siempre y cuando se conozcan previamente
los niveles de actividad de cada uno de los enzi-
mas endo-proteolticos.
A pesar de los avances tecnologicos que se
han conseguido en los procedimientos de fabri-
cacion de jamones curados en seco y/o cocidos,
los metodos de control de la carne como materia
prima para la fabricacion, adolecen de precision,
abilidad y de utilidad en la aplicacion indus-
trial. En el caso de la determinacion de activida-
des de los enzimas musculares endoproteolticos
la metodologa actual requiere una puricacion
previa, basada en tecnicas cromatogracas, que
suele ser larga, tediosa y, por tanto, no permite
su utilizacion industrial. Este es el caso de las
catepsinas (Wheeler, T.L. y Koohmaraie, M.J.
Animal Science 1991, 69, 1559-1565), calpanas
(Koohmarate, M.J. Animal Science 1990, 68,
659-665) y proteasoma (Arbona, J.R. y Koohma-
raie, M.J. Animal Science 1993, 71, 3301-3306).
En resumen, no existen metodos para la pre-
diccion del comportamiento de la materia prima
(carne) en la fabricacion de jamones curados en
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seco y/o cocidos que, ademas de ser ables, sean
lo sucientemente rapidos para que puedan ser
aplicados en las lneas de fabricacion industrial.
En tal sentido, los resultados de nuestras investi-
gaciones han permitido desarrollar el metodo ob-
jeto de esta patente que tiene la ventaja de la
determinacion de las actividades enzimaticas en-
doproteolticas musculares de una forma rapida y
simple, todo lo cual representa un avance impor-
tante en las tecnicas para el control de los proce-
sos de fabricacion de estos productos.
Descripcion de la invencion
La deteccion de actividades enzimaticas endo-
proteolticas musculares requiere normalmente la
puricacion previa de los enzimas lo cual es com-
plejo, costoso y poco operativo desde el punto de
vista industrial.
La presente invencion ha resuelto este pro-
blema mediante el uso de sustratos e inhibido-
res especcos de cada enzima que permiten su
deteccion y evaluacion cuantitativa directa en el
extracto muscular.
El procedimiento propuesto es sencillo, rapido
(aproximadamente una hora) y no requiere apa-
ratos sosticados lo que permite su aplicacion en
lnea industrial.
El procedimiento se basa en la preparacion de
un extracto obtenido de la carne fresca mediante
metodos fsicos y posterior deteccion de las ac-
tividades enzimaticas endoproteolticas mediante
sustratos especcos. El procedimiento consta de
las siguientes fases:
1.-Preparacion del extracto.- El extracto se
puede obtener a partir de cualquier musculo
esqueletico procedente de animales de abas-
to. La cantidad de muestra sera hasta 50
gramos dependiendo del musculo en cues-
tion. Las condiciones de preparacion del
extracto se basan en una aplicacion directa
de metodos fsicos y su utilizacion posterior
bien directa o mediante dilucion hasta 1:50
con el tampon de reaccion. Los enzimas
endoproteolticos presentes en el extracto y
que son objeto del metodo propuesto son los
siguientes Catepsinas B, D, H y L, calpanas
y proteasoma.
2.- Descripcion y preparacion de los sustra-
tos.- Los sustratos a emplear son de dos ti-
pos, colorimetricos (derivados de la para-
nitroanilida) y fluorescentes (derivados de
la beta-naftilamida o de la 7-amido-4-metil-
coumarina), y son los siguientes para cada
tipo de enzima:
catepsina B: Benziloxicarbonil-Arg-Arg-X o
N-Benziloxicarbonil-Arg-Arg-X
catepsina L: Benziloxicarbonil-Phe-Arg-X o
N-Benziloxicarbonil-Phe-Arg-X
catepsina H: L-Arg-X o H-Arg-X
catepsina D: Azocasena o N-benzoil-Arg-Gly-
-Phe-Phe.Leu-X
calpanas: Azocasena o fluorescen casena o
N-Suc-Leu-Tyr-X o Boc-Val-Leu-
-lis-X o Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-X















siendo en todos los casos el grupo X uno de los
siguientes:
7-amido-4-metil coumarina, para-nitroanilida, be-
ta-naftilamida o 4-metoxi-beta-naftilamida.
Los sustratos anteriormente descritos, una vez
disueltos, se incorporaran al tampon de reaccion
hasta una concentracion nal de 1 mM y, en
el caso de los derivados de la casena, hasta 25
mg/ml.
3.- Preparacion de los tampones de reac-
cion.- Se emplearan sustancias tamponan-
tes en concentraciones hasta 1 Molar y con
valores de pH comprendidos entre 3 y 9, de-
pendiendo del enzima a evaluar. Los tam-
pones destinados a la medida de a) catepsi-
nas B, H y L contendran hasta 10 mM acido
etilendiaminotetraacetico (EDTA) o sus sa-
les y 100 mM de agentes reductores y hasta
10 mM de bestatina en el caso de la catep-
sina H, b) catepsina D contendra hasta 1
mM de isovalerilpepstatina A, c) calpanas
contendra hasta 100 mM de agentes reduc-
tores y hasta 50 mM de cloruro calcico y
d) proteasoma contendra hasta 25 mM de
EDTA.
4.-Medida de las actividades enzimaticas.-
El extracto preparado segun el apartado
1 se a~nade en proporciones diversas segun
sea usado directamente o en forma diluida,
al tampon de reaccion preparado segun el
apartado 3 con el sustrato correspondiente
descrito en el apartado 2. Una vez mezclado
y agitado, se incuba hasta 50C con el n de
desarrollar el color o la fluorescencia, lo cual
depende del tiempo Con objeto de norma-
lizar la medida, es recomendable incubar a
37C durante un tiempo comprendido entre
15 y 60 minutos. Tambien se puede man-
tener a temperatura ambiente durante un
tiempo mas prolongado (hasta 2 horas) Op-
cionalmente, una vez transcurrido el tiempo
de reaccion se puede nalizar la misma me-
diante adicion de un tampon de parada que
puede ser etanol, acido tricloroacetico o mo-
nocloroacetato.
5.- Evaluacion de las actividades enzimati-
cas.- La intensidad del color y/o fluorescen-
cia es directamente proporcional a la acti-
vidad enzimatica del musculo original. La
evaluacion de dicha intensidad se puede rea-
lizar de las siguientes formas, segun los me-
dios de que se disponga y precision que se
desee: a) por medida directa visual del color
desarrollado, b) por medida visual directa
de la fluorescencia generada cuando se so-
mete a la luz de una lampara ultravioleta,
c) por medida en lector con lampara visible
a 400 +/- 10 nm y d) por medida de la fluo-
rescencia en fluormetro a 355 +/- 10 nm de
excitacion y 460 +/- 10 nm de emision para
los derivados de la metilcoumarina y de la
beta naftilamida, y 485 +/- 10 nm y 540
+/- 10 nm, respectivamente para la fluores-
cen casena.
Los ejemplos que siguen son ilustrativos del
presente invento y no deben ser considerados li-
mitativos:
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Ejemplo 1
Se toman 2.5 gramos de musculo Semimem-
branosus picado al que se adicionan 25 ml de
tampon fosfato 50 mM, pH 6.8, con 0.5 mM de
EDTA, 10 mM de cistena y 10 mM de besta-
tina. Se obtiene el extracto muscular mediante
agitacion intensa durante 5 minutos y se deja
reposar 2 minutos Para la determinacion de la
catepsina H se toman 50 l del lquido sobre-
nadante y se a~naden 250 l del mismo tampon
conteniendo 0.06 mM del sustrato Arg-7-amido-
4-metilcoumarina. Se incuba 15 minutos a 37C y
se mide la fluorescencia desarrollada bajo luz UV.
Para una mayor precision se lee en fluormetro a
 excitacion = 355 nm y  emision = 460 nm.
Ejemplo 2
Se toman 2.5 gramos de musculo Semimem-
branosus picado al que se adicionan 25 ml de
tampon fosfato 50 mM, pH 6.8, con 0.5 mM de
EDTA, 10 mM de cistena y 10 mM de besta-
tina. Se obtiene el extracto muscular mediante














posar 2 minutos Para la determinacion de la ca-
tepsina H se toman 50 l del lquido sobrenadante
y se a~naden 250 l del mismo tampon conteniendo
0.06 mM del sustrato Arg-para-nitroanilida. Se
incuba 15 minutos a 37C y se mide el color desa-
rrollado de forma visual Para una mayor precision
se lee en espectrofotometro a  =405 nm.
Ejemplo 3
Se toman 5 gramos de musculo Biceps femo-
ris picado al que se adicionan 25 ml de tampon
Tris/HCl 50 mM, pH 7.5, con 5 mM de EDTA Se
obtiene el extracto muscular mediante agitacion
intensa durante 5 minutos y se deja reposar 2 mi-
nutos. Para la determinacion del proteasoma se
toman 50 l del lquido sobrenadante y se a~naden
250 l del mismo tampon conteniendo 0.3 mM del
sustrato Ala-Ala-Phe-7-amido-4-metilcoumarina.
Se incuba 15 minutos a 37C y se mide la fluores-
cencia desarrollada bajo luz UV. Para una mayor
precision se lee en fluormetro a  excitacion =
355 nm y  emision = 460 nm.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para la prediccion de textu-
ras y defectos en la fabricacion de jamones cu-
rados y/o cocidos, caracterizado porque esta
basado en la determinacion de actividades en-
zimaticas endoproteolticas, realizandose en las
etapas siguientes: Preparacion de un extracto
muscular, preparacion de sustratos e inhibido-
res especcos y medida de las actividades en-
zimaticas con deteccion colorimetrica o fluores-
cente.
2. Un procedimiento segun la reivindicacion
1a caracterizado porque el extracto muscular
se obtiene a partir de una muestra, de hasta 50
gramos, de cualquier musculo procedente de ani-
males de abasto, por metodos fsicos bien directa-
mente o mediante dilucion hasta 1:50 con tampon
de reaccion, sin necesidad de puricacion previa.
3. Un procedimiento segun las reivindicacio-
nes 1a y 2
a
 caracterizado por la determi-
nacion simultanea de las siguientes actividades
enzimaticas endoproteolticas Catepsina B, catep-
sina L, catepsina H, catepsina D, calpanas y pro-
teasoma.





 caracterizado porque los sus-
tratos a emplear son de dos tipos: colorimetricos
(azocasena y derivados de la para-nitroanilida) y
fluorescentes (derivados de la beta-naftilamida y
de la 7-amido-4-metilcoumarina), diluidos hasta
concentraciones nales de 1 milimolar en tampo-
nes de reaccion de pH comprendido entre 3 y 9,
y son los siguientes para cada tipo de enzima:















catepsina L: Benziloxicarbonil-Phe-Arg-X o
N-Benziloxicarbonil-Phe-Arg-X
catepsina H: L-Arg-X o H-Arg-X
catepsina D: Azocasena o N-benzoil-Arg-Gly-Phe-
Phe.Leu-X
calpanas: Azocasena o fluorescen casena o
N-Suc-Leu-Tyr-X o Boc-Val-Leu-lys-X
o Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-X
proteasoma: Ala-Ala-Phe-X o azocasena o
Glu-Gly-Gly-Phe-X
siendo en todos los casos el grupo X uno de los
siguientes:
7-amido-4-metil coumarina, para-nitroanilida, be-
ta-naftilamida o 4-metoxi-beta-naftilamida.







, caracterizado porque los
inhibidores especcos a utilizar son la bestatina,
isovalerilpepstatina A y acido etilendiaminote-
traacetico o sus sales (EDTA) en funcion de la
actividad enzimatica a determinar.










los enzimas a determinar, presentes en el extracto
muscular, se incorporan directamente a los distin-
tos sustratos, previamente disueltos, e incubacion
hasta 50C durante un maximo de 4 horas.












la determinacion simultanea de las actividades en-
zimaticas se realiza bien mediante visualizacion
directa del color y/o fluorescencia desarrollados o
bien por lectura instrumental si se desea conse-
guir una mayor sensibilidad.
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